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@ Verfahren zur Senkung des Blutglukosespiegels in SSugern 

@ Die Effindung belnhaltet dio Anwendung eine« Verfahrens, 
bei dem durch die Reduktfon von DIpeptidyl Peptidase (DP 
IV-) bzw. DP IV-anaU>ger Enzymaktlvttat Im Blut eines 
Saugers durch Verabrelchung von Effektorcn, in kausaler 
Folge die endogenen (oder lusatzlich exogan verabreichten) 
insulinotropen Peptide Gastric Inhibitory Polypeptide 1-42 
(GIP, «) und Glucagon-Uke Peptide Amide-1 7-36 (GLP- 
h J (o- a- ^^^'h-v ^^^^ Analoga) durch DP IV- und 
DP IV-ahnticho Enzyme vermindert abgebaut werdan und 
damit die Konzentrationsabnahme diaser Peptldhormone 
brw. ihrer Analoga verringcrt bzw. verzdgert wird. 
In Folge diaser, durch die Wirkung von DP IV-Effektoren 
erzielten, crhdhten Stabilitat der (endogen vorhandenen 
Oder exogen zugefuhrten) Integrine Oder ihrer Analoga. die 
damit vermehrt fur die InsuIInotrope Stimulierung der Inte- 
- grin-Rezeptoran der Langerhansschen Zellen Im Pankreas 

Czur Verfugung stchen. verandert sich die Wirksamkeit von 
korpereigenem Insulin, was cine StimuRerung des Kohlehy- 
dratstoffwechsels des behandelten Organlsmua nach sich 
zicht. . „ 

Als Resultat sinkt der Blutzuckerspiegel unter die fur 
Hyperglykamie charakteristische Glukosekonzentration Im 
Serum des behandelten Organlsmus, Damit konnon Slofi- 
wochselanomafien wie Glukosurie, Hyperliprdamie sowie 
moglicho schwere metabolische Aiidosen, Diabetes melii- 
tus. die die Folge lingerer, erhohler Glukosekcntentrationen 
im Blut sind. verhindcrt bzw. gamildert werden. 
Das erfindungsgemafie ... 

D<e folflandan Anoaben alnd den vom Anmelder •luflerelchtan Unt«H«Q«n 
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R«ehreibun8 kfinnen wie strukturanaloge Prolin-haltige Peptide. 

Bejchreibung ^^^^^ ^^^^^ itr»riiie Eigenschaften Alamnhaltt- 

Die Erfindung betrifft ein cintachc3 Verfahrer. |"K,t~rn£^^^^^ 

Aktivit-at zur cnzymat«chea Aktiv.tat des Enzyms D.- J^^^Y^Jf;^^';/ DP IV nahezu identische 

''tiKfeSieinunspezifische^^^^^ ^ 'n^^^^^^ 

bezogen sind. was letztlich den Abbau vo" ftotemen n. hochf ".^^^^^^^^^^ we™ Prolin oder Alanil die 

Aminosauren bewirkt. kennt man regdawnsche Pro- *f '^'Tjf^^^Ustt der N-terminalen Aminosaure in 

teasen. die an der Funktionalisierung (AkUvjerung. De- J*"^^^-^^^^^^^^ wird davon ausgc- 

aktWierung. ModuHertjng)von e^^^^^^ ^ fdrdTestrSJ^an der Regulation von Poly- 

stoffen beteiligt smd [KIJ^*r,"]if^ TticrtB^^' if nentiden in vivo beteiUgt ist [VANHOOF. G, GOOS- 

RIEMANN. S, WIEDERANDERS. B, ANSORGE, S. Pf " " ^^"^lEyfeR. ^i, hENDRIKS. D. and 

and BOHLEY, P, Lysosomal cysteine proteases Ex- SENS^ F, Mtta itiv. , biological pro- 

cerpta Medica (Ciba Foundation Symposium 75). 15 SCHARPfc, s, rro^^^ 

(,9%; '^'^^sklCH R-a ^^^^^^^^ "^I^^i^e^oSb'Si^^^^^^^^^^ 
Proteinases. Ann. Rev. Biochetn. 57. 701(1987)J.1MM 20 ^^"'"^u-. Polypeptide 1-42 (GIPi-42 und 
sondere im Zusammenhang mit der ImmurJorschung ^aswc I^rttabiton^ M^^^^^^^ V ^qlP-iV.mX 

und der Neuropeptidforschung sind Rf*' » '^^ Sormlne^e JL GTukoserduzierte Insulinsekretion 
sogenanntea Konvertasen Signalpepudasen Je/ScaVstirnulieren (auch Integrine). sind Sub^ 

kephalina^enentdecktworden [GOMEZ ^ te der^ IV.da sie von den N-terminalen Sequenzen 

ANKOF. P, LEPAGE. A-. MARRAKOB. N. and C^^^^^ 25 de Ul- iv Tyrosinyl-Alanin bzw. Hi- 

HEN. P, Proc. Natl. Acad Sc. USA 85, 5*68 (1988). °^'^l^l^P^^? ^. situ abspalten kann [MENT- 

ANSORGE. S. and SCHON. E, Histochem. 82. I^^^jy^^™,];^^ 

^'ffiid der mungkeit des Vorkommens der Ami- itifeoWi^^^^^^^^ 

nosaure Prolin in einer Vielzahl von Pepudhomonen 30 Pf,g'l gSle and ii rS 

und den damit verbundenen Struktureigenschaften die- h.sudme ""J « jXchem. 214.829 (1993)} 

ser Peptide wird fQr prolinspezifische Peptjasen em '^^^^^"^^SKe"^^^^^^^^^ jv- bzw. DP H^-analo^ 

^^^•Jn^T'l^fm^vT^S^Sc^^^ keTpEMinHR-uiecentdevelopmenUiatheu-re- 

SCHARPt S. ProUne motifs «d «heir b.olopcd pro- « ^^J^J «t Jytic^^^^ of Dipepu- 

cessing. FASEB Journal 9, 736 (1995)]. Dabe. besUmmt ^^fp»EJ5f^j',^*°^*^D*i%^^^ peptidase IV (CD 26) in 

Prolin in diescn Pepriden durch seme besondere Sffuk- Jv' f JPg^^^^^j S^e ImA^unc Response (B. Fleischer, 

tar sowohl Konformation als auch Stabditat dieser Pep- uboksn^and the ™ 

tide, indem sie vor Abbau durch unspezrfische Ptotea- J" ^gg^f ^^-r meUitus Typ 11 

sen schOtzt [KESSLER. H Conformation uwl bgjg^ 45 /"^^ 0^ Z- verminderten Insulinse- 

scbe Wirkung von zyklischen Peptiden. Angew. CJe"v f jn jer Reieptorfunktion. die 

94. 509 (1982)]. Enzyme, die <»ageg« hochspwifisch ^^^^fS Konzentrationsanoma- 

strMktun/erandemd auf Prolin-haltige Sequenzen ein- u. a. P^^'^^'^^f t sind (BROWN. J. C 

wirken (HIV-Protease. Cydophybn u. a.) s'nd «maktwe f, MaNTOSH. C H. S, OTTE. 

ZielederaktuellenWirk$toff-Forschung.In$besondere 50 ^~*':„^ppnEI«oW R. A. Peptides Z 241 (1981 ; 

far die nach dem Prolin spaltenden Peptidtoen Prog ^^^^T sVeGEU E G, GALLWITZ. B. 

Endopeptidase (PEP) und Dipeptidyl Peptidase V (DP SCHMIDT. W. . j,j^u.rZFELDT. W, 

IV) konSten Beziehungen ^wischen der Modulauon der ^^fV- J^^^Jf ^ ^io^ropic activity of frag- 

biologischenAktivitatvonnaturhchenPeptidsubstra^^^ ^emsSe^fZ gastric inhi^i.oVy polypeptide 

and SUGITA, H, FEBS-Utters 26°. >31(1990): HE- J^'^- "l*"^"^^* ^ der Technik durch die 

GEN. M, NlEDOBrTEKj G, ^^f 'N- J^^STCIRJ^ iTrabrriS "oSSn (r R von aus Rindcrpankre- 

and FLEISCHER. B, J of Imraunoloar IH 2908 « [Sem Oder auch gentechnisch gewonncnem Ma- 

Ahnlich wie die auDerordent liche Prolmspeafiat d^e- f M^"^f « verschiedenen Dar- 

ser Enzyme wird ihre hohe Sclektivitat ^^e Ammo- u J^'J^^^^^^^^ AUe bisher bekannten. aU 

saure Alanin innerhalb typischer Erkennu^sreg onen ;"^J"2f ^'^^.^n Verfahren zeichnen sich durch 

aX"'i^^^^^^^^ rofen"reSlaufwand.hoheKostenundoftdurchent- 
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scheidende BeeintrSchuJ^en der Ifj^^^ SlS^ d" "^SSjSri?^ 

Patiemen aus. Die Idassische Methode (tSglKhe t v JXctenfng der Glukoseinduzierten Insulinw- 

[LACY. P, Status of Islet Cell Transplantation. Diabetes erfindungsgemaO applizierten Effektorcn der DP 

Care 16(3)76(1993)]. „ . pp jy-anabger Enzyme Wnnen in pharraa- 

Neuerding. wird die ^tallation subkutaner Depo^ J^J.^-^^^^ndb^ 

Implantate (die In^-Ji^^^bgabe erfolgt dosiea ^^^^^^^ to Pseudosubstrate. Inhibitoren der 

taglichen Injektionen entfallea) sowjc d>e Implantation Bindungsprotcine oder Anrikorper 

(Transplantation) intakter 1^8«;hansscher ZeUen in IV &cpr^ oa b ^^Jl^^^^^^^^i^ aus diesen 

die furictionsgestarte PankreasdrOse oder andere Or- J«;«;y^5^P™;ff ^ jie DP IV- brw. DP IV-analoge 

gane und Gewebe vorgeschlagca Derar^ge ^^^g^^J^^^^^^^ ^ Siugcrorganismus reduzieren. 

iationensindiechn:schaufwendig. Weiterhin «eUen ffle ,5 ^™*'^~^"koiTimea ErfindungsgcmiBe Effektoren 

einen risikobehafteien chirurgischen EmgTjff m dea zum Einsaa "^^i;^ Dipeptidderivate 

EmpfangerorganismusdarundverlangenauchbejZeU- V^^^^^^^^^^^^ Alanyl-PyroUdid. Isoleucyl- 

ver?flanzungcr nach Methoden ^"i^Suppresston tav. ^J^^, ^as Pseudosubstrat N-Valyl-Prolyl 

\»t or.e ApplUcation hocha«.e. niod^r- Jj^r^^i^— ^ 

molckularer Enzyminhibitoren 4*8''8'"f .=."«,Se„ KiS AnS zu den bder Uteratur beschriebenen 

throtnbotika und als AIDS-Virostatika. D"«h die^.- «°'^^'^*;\"^fe^^^^ und zur Anwendung bei der 
sches Design von Stabilitats-. Transport- «nd Ckaren- ^\^;^^,^^^SndcrevonErkrankungen.die^^^^ 
ce.Eigenschaf:en kaan dere^^^^^^^^ 30 j;;;^^«'«*^,„ Blutglukoscwertcn basieren. in der 

::;L^SANVLirMtdi^^^^ "^r^S»en in Portn von pbannazeuti- 

of Enzyme D^S'-^'^f^/^JiS schen P^jSten enthaltend den Wirkstoff in Kombir^^ - 

Oxford (1989): I^NROE. J. E, SHEPHERD T. A, Q^y^hen aus detn Stand der Technik bekannten 

IUNGHEIM,UN,HORNBACICW.^^ 35 ^°?,'J^;,^rialien verabreicht. Beispielsweue werden 

MUESING. M. A, WISKERCHEN. M- A, SU. K- S, Jra «ma'c^^^ ^ -^^^-^ physiologischer Kochsalzlo- 

CAMPANALE.K.M,BA)a^M,and<^01^^^^^ sunKr ea K (z: B. onL formuliert mit flbUchen 

I. M. Potent, orally bioavailable HIV-I protege inhib - '^^^J^^^^^^^^ ^ B.Glukose) appliziea 

lors containing noncoded ^o acids. Bioorg. Med- ^rageraate^^^ endogenen Stabilitat und 

cinaiChem.Letter55(23)2897 1995)} « ih'er BSSgbarkcit mOssen einfache oder auch 

Das Ziel der E.rfmdung 1st em einfaches ""d n«f ™ mehrfaXGal^n der Effektoren erfolgen, ura die er- 
ges Verfahren zur Senkung des Blutglukos«p,egeU. das ^« J^'^*J'f2^^^i,i,n„,g d„ Blutglukosewerte zu er- 

GIP,_« und GLP-17-36 G;IJ-»7-37 oder dcren Ausfahrungsbeispiele 
Analoga) durch DP IV- oder DP IV-5hnliche Enzyme 

vermindert abgebaui werden und damit die Konzentra- .^j ^ 

tionsabnahme cieser Pepdidhormone bzw. ihrer Analo- 50 

gavcrringertbzw.verzOgertwnrd. n-f„n.i ,„ inhibierune der DP IV-katalysicrten Hydrolyse der 

Der Erfindung liegt der Uberraschende Befund zu- ''**X3neGlP,-4zundGLP-l7-36in situ 

grunde. daO eine Reduktion der im Blutkreislauf agie- integnneu 

renden DP IV- oder DP !7-»''"'''=,\"„STkrrSie- 55 Sowohl in viuo mit gereinigtem Enzym als auch m 

.-Vktivifat kausal zur Becinflussung des Blutzuckerspie sj ^0 0 humanem Serum, ka™ die 

gels fuhrt Es wurde gefunden.daQ Hydrolyse der Integriae. verursacht durch DP IV- bzw. 

Glukose-stimulierten. oder extern zugefOhiten la- so ^^^'i^'^^J^jfp, tzw. 30 >iM GLP-17-36 und 20 (iM 
tegrine (oder deren Analoga) zur Folge hat. dh. 3JU^MGlP,-«^^^^^ V-^^ reversiblen DP W-ln- 

du-rch Applikation von Effektoren d".DP IV- b"^ Sr b 20%^g«n Se?um bei pH 7.6 und 30«C die 
DP IV-analoger Pro.eine der Integrm-Abbau un ^J .^'^.K 5^ 

Blut kontroUiert werden kann. . y peptid-bormone innerhalb von 24 Stun- 

Z erhShte biologUche Abbaustabihtat der Integn- «$ f °7,t „ j^^^ obere Spektrea Syntheti$ch« 
;e(oderihrer Analoga)ciiieWirkungsverlnderung J° '''^^^J'^^^jS^^e.ischL GLP-l'-» 1^^) 
rarhV^"^DP^^b^ 2iSen*^i^huianemSerum(20^)in0..tnMTRia- 
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NE Puffer bci pH 7 A und 30" C ftir 24 Stunden inkubicrt. 
Probcn dcr Inkubationsansatze (fOr GIPi-42 25 pmol 
und im Falle von GLP-I7-36 7^ pmol) wurden nach 
verschiedenen Zeiten entnommen. Die Proben wurden 
mit 2'.6'-Dihydroxyacetophenon als Matrix co-kristalli- 5 
sieri und miitels MALDI-TOF-Massen-spektrometrie 
analysiea Die Spekuen (Ahb. 1) stellen Akkuinulatio- 
ncn von 250 einzelnen LaserschQssen pro Probe dar, 

(lb) Die Signale im Bereich von m/z 4980.1 ± 53 10 
cntsprcchcn GIPi -42 (M4975.6) und rtUz 4745J ± 
5.5 dem DP IV-HydroIyseprodukl GIP3-42 
(M4740.4). 

(Ic) Die Signale mJz 3325.0 ± \2 cntsprcchcn 
GLP-17-36 (M3297.7) und m/z 3116.7 ± 13 dem is 
DPIV-HydrolyseproduktGLP-l9-36{M3089.6). 

In den Versuchsansatzen ohne Inhibitor wurden die 
Iniegrine in dieser Zeit fast voUstandig abgebaut 
(Abb. lb und IcJcwcilsuntereSpektren). 20 

Beispiel2 

Inhibierung des Abbaus von GLPj -42 durch den DP 
IV-lnhibitor Isoleucyl-Thiazolidid in vivo 

Verfolgt man den Metabolismus der nativen Iniegrine 
(bier GLP-1 7 - 35) im Scrum der Ratte in Abhangigkcit in 
Gcgenwart des DP IV-Inbibitors Isoleucyl-Thiazolidid 
(i. V. Injektion einer 1.5 jiM Inhibitorlosung in OSVoMgcr 30 
Kochsalzlosung) gegenubcr einer KontroUe, so ist bei 
einer Konzentration des Inhibitors Isoleucyl-Tliiazoh- 
did von ca. 0.1 mg/kg Laborratie bei den Inhibitor-be- 
handelten Vcrsuchstieren (n =» 5) im Verlaufe des Ver- 
suchszeitraums kein Abbau des insulino-tropen Pepiid- 35 
hormons GLP-1 7 -36 zu beobachten (Abb. 1\ 

Zur Detekiion der Metaboliten in Anwesenheit und 
Abwesenheii des DP IV-Inhibitors (20 Minuten nach 
vorheriger L v.-Inhibitor- bzw. Kochsalzgabe) erhielten 
die Versuchs- und Kontrolliiere i. v. 50-100 pM 40 
>"i-GLP-t7_36 (spezifische Aktivitat ca. 1 ^MCi/pM). 
Blutproben wurden nach 2—5 min entnommen und das 
Plasma miuels 20% Acetonilril extrahiert. Nachfolgend 
wurde der Peptidcxirakt mittels RP-HPLC separiert 
und die Radio aktivitat der Fraktionen an einem y-Coun- 45 
ter analysien. Die gefundene Aktivitat ist in cpm (count- 
sper minute rclaiiv zum Maximum angegcben). 
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Beispiel 3 

Modulation der Insulinwirkung und Senkung des 
Blutglukosespiegels nach L v. Applikation des DP 
I V-Inhibitors Isoleuzyl-Thiazolidid in vivo 



so 



An der durch intraduodenale (i.d.) Injektion Glukose- 35 
slimulierten Raite, kann durch L v. Gabe vcrschiedener 
DP IV-Effektorcn. z. B. von 0,1 mg Isoleucyl-Thiazolidid 
pro kg Ratte elne auf die Inhibitorwirkung zurCckgc- 
hcndc. zeitlich verzdgert einsetzende Senkung des Glu- 
kosespiegels beobacblet wcrden. Dieser Eff ekt ist dosis- eo 
abhSngig und nach Absetzen der Infusion von 0J)5 rag/ 
min des DP IV-Inhibitors Isoleucyl-Thiazolidid pro kg 
Ratte reversibeL Die i. v. Applikation der glcichcn Glu- 
kosemenge von Inhibitor-bchandclten und Kontroll- 
Tieren zeigt im Gegensatz zur den Ld. Glukose-stimu- es 
lierten Vcrsuchstieren keine vergleichbare Wirkung. 

Abb. 3 verdeutlicht diese Zusammenhange an den In- 
hibitor-abhangigen Veranderungen der Plasmaparamc- 



ter: A - DP IV-AktivitSt. B - Plasma-Insulinspiegel, C 
— BlutglukosespiegeL 

Die Versuchstiere (n - 5, mSnnliche Wistar-Rattcn, 
200-225 g) erhielten als Initialdosis 1.5 jiM Uoleucyl- 
ThiazoUdid in O^^o-iger Kochsalzlosung (A) oder glei- 
che Volumina 0.9yo-ige Kochsalzl6sung ohne Inhibitor 
(■) (KontroUgruppe n - 5). Die Vcrsuchsgruppe er- 
hielt wciterhin eine Infusion des Inhibitors von 
0.75 fiM/min fiber 30 min Versuchszeit (*). Der Kon- 
troUgruppe wurdc im glcichcn Zcitraum cine Inhibitor- 
freie 0.9%-ige KochsalzlSsung infundiert Zum Zeit- 
punkt I " 0 erhielten die Tiere i d. cine Glukosedosis von 
I g/kg 40'i^-iger Dcxtrosclosung (w/v). 

Allen Vcnuchsticren wurden Blutproben in zehn Mi- 
nute nabs tanden entnommen. Glukose Messungen er- 
folgten am VoUblut (Lifcscan One Touch II analyzer) 
wahrend die DP IV-Aktivitat und die Insulinkonzentra- 
lionen im Plasma bestimmt wurdea 

Dcr hier angewandte Insulintest ist cmpfindlich zwi- 
schen 10 und 160 mU/ml [PEDERSON. R. A., BU- 
CHAN, A. M. J, ZAHEDI-ASH. S. CHEN. C B. 
BROWN. J. C Reg. Peptides 3. 53-63 (1982)]. Die DP 
IV-Aktivitat wurdc spektralphotometrisch bestimmt 
[DEMUTH. H.-U. and HEINS. J, On the catalytic Me- 
chanism of Dipepttdyl Peptidase IV. in Dipcptidyl Pepti- 
dase IV (CD 26) in Metabolism and the Inunune Re- 
sponse (B. Fleischer, Ed.) R. G. Landes. Biomedical Pu- 
blishers, Georgetowa 1-35 (1995)]. Alle McBwertc 
sind als Mittelwerte mit Standardabweichung angegc- 
ben. 

Patentansprflche 

1. Verwendung von Effcktoren der Dipepiidyl Pep- 
tidase (DP IV>- bzw. DP IV-analoger Enzymakiivi- 
tat zur Senkung des Blutzuckerspiegcls untcr die 
fur Hyperglykamie charakteristische Glukosekon- 
zentration im Serum eines Siuger-Organismus. 

2. Verwendung gcmaB Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Verabreichung von Effckto- 
ren der DP IV- bzw. der DP IV-analogen Enzymak- 
tivitat an Saugcr der Verhinderung oder Milderung 
pathologischer Sloffwechscl-Anomalicn von Sau- 
ger-Organismcn ausgewahlt aus Glukosurie. Hy- 
perlipidamie, meubolischer Azidosen und Diabe- 
tes mellitus dient 

3. Verwendung gemafi Anspruch 1. dadurch gc- 
kennzeichnet. daB als Effektoren der Dipeptidyl 
Peptidase (DP IV)- bzw. DP IV-analoger Enzymak- 
tivitSt Inhibitoren, Substrate, Pseudosubstratc, In- 
hibitoren der DP IV-Exprcssion. Bindungsproteine 
oder AntikOrper dieser Enzymproteine oder Kom- 
binationcn dcr genannten Effcktoren vcrwcndet 
werdca 
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Abb 1 • MALDI-TOF-Analyse der DP IV-katalysierten Hydrolyse von GIPm2 (b) und 
GLP-7.36 und deren Hemmung durch Isoleucyl-Thiazolidid (a). 
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Abb. 2: HPLC-Analyse der Serumprasenz von GLP-1 Metaboliten in Gegenwart und i 
Abwesenheit DP IV Inhibitors Isoleucyl-Thiazolidid in vivo. 
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